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野生 癸 苓 鉴定 及 其 木质 纤维 素 降 解 酶 系 研究 
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摘要 : 为 揭示 人 茯 共 木质 纤维 素 降 解 酶 系 及 培养 方式 对 其 主要 酶 系 的 影响 ， 该 研究 测定 了 人 茯苓 主要 木质 纤维 
素 降 解 酶 系 。 首 先 对 野生 茯苓 菌株 进行 培养 特性 的 显 微 观察 ; 再 利用 3 对 引物 PCR 扩 增 进行 系统 发 育 学 的 
鉴定 ; 经 定性 培养 筛选 出 优势 菌株 YX1， 最 后 采用 酶 标 仪 测定 不 同 条 件 下 纤维 素 酶 、 半 纤维 素 酶 和 木质 素 
降解 酶 的 活力 大 小 。 结 果 表 明 : 〈1) 巷 共有 菌 丝 体 . 子 实体 和 菌 核 3 种 形态 特征 .(2)PCR 分 别 获得 rDNA-ITS 
序列 1652 bp、 核 糖 体 大 亚 基 序列 660 bp 和 翻译 延伸 因子 序列 545 bp, EXE NCBI， 登 录 号 分 别 为 
ON129554、ON129553 和 ON155840. G) 纤维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶 在 有 /无 松木 眉 条件 下 ， 外 切 p- 葡 聚 糖 
酶 (CBH)、 内 切 B- 葡 聚 糖 酶 (ECG) 和 有 -葡萄 糖苷 酶 (BGL) 最 高 分 泌 量 分 别 为 16~ 17、32~35、36~37 UmL-1 
木 聚 糖 酶 、 上 甘露 聚 糖 酶 和 ow- 葡 萄 糖苷 酶 最 高 分 泌 量 分 别 为 283 ~38、280~ 342、9~ 11 UmL!; fit SU] 
酶 (MnP)、 漆 酶 (Laccase)、 木 素 过 氧化 物 酶 (LiP) 这 3 种 木质 素 降 解 酶 在 4 种 不 同 培养 液 中 都 有 微弱 的 酶 活 
性 。 综 上 表明 ， 该 研究 结合 形态 学 与 分 子 鉴定 ， 明 确 了 野生 茯苓 YX1 的 分 类 地 位 ， 与 褐 腐 菌 在 亲缘 关系 
上 既 有 联系 又 存在 遗传 差距 ， 测 定 结果 显 示 森 质 纤 维 素 酶 中 的 酶 活 大 小 依次 为 甘露 聚 糖 酶 > 木 聚 糖 
酶 >BGL>EG>CBH>o- 葡 萄 糖苷 酶 >LiP>MnP>Laccase， 纤 维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶 酶 活 之 间 存 在 显著 差异 
(P<0.05)， 本 研究 为 茯 蕉 产生 木质 纤维 素 降 解 酶 系 的 降解 机 制 提 供 了 基础 酶 学 参考 。 
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Identification of wild Wolfiporia cocos and studies on its 


lignocellulolytic enzymes 
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Abstract: In order to reveal the effects of Wolfiporia cocos lignocellulolytic enzymes and culture methods on its 
main enzymes, the main lignocellulolytic enzymes of W.cocos were determined in this study. Firstly, the 
microscopic observation of the culture characteristics of the wild JW. cocos strains was carried out; then three pairs 
of primers were used for PCR amplification to carry out phylogenetic identification; The dominant strain Y X1 
was screened by qualitative culture and finally the activities of cellulase, hemicellulase and ligninolytic enzymes 
under different conditions were determined by microplate reader. The results were as follows: (1) Three 
morphological characteristics: mycelium, fruiting body and sclerotium of W. cocos; (2) PCR obtained rDNA-ITS 
sequence of 1 652 bp, ribosomal large subunit sequence of 660 bp and translation elongation factor sequence of 


545 bp, and submitted to NCBI, accession numbers are ON129554, ON129553, and ON155840, respectively; (3) 
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The highest secretion of exo-p-glucanase(CBH), endo-f.-glucanase(EG) and B-glucosidase(BGL) in the presence 
or absence of sawdust was 16 - 17, 32 - 35, 36 - 37 U-mL!; The maximum secretion of xylanase, mannanase and 
a-glucosidase was 28 - 38, 280 - 342, 9 - 11 U:mL! The three ligninolytic enzymes Manganese peroxidase (MnP), 
Laccase (Laccase), and Lignin peroxidase (LiP) had weak enzymatic activities in four different cultures. In 
conclusion, this study combines morphological and molecular identification to clarify the taxonomic status of 
YXI, which has both a relationship and a genetic gap with brown rot fungi.The results finally showed that the 
magnitude of enzymatic activities in lignocellulases were in the order of mannanase > xylanase > BGL> EG > 
CBH > a-glucosidase > LiP > MnP > Laccase, and there were significant differences between cellulase and 
hemicellulase enzymatic activities (P«0.05). This study provides a basic enzymatic reference for the degradation 


mechanism of the lignocellulolytic enzymes system produced by W.cocos. 
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木质 纤维 素 降 解 酶 (lignocellulolytic enzymes) 是 分 解 木质 纤维 素 主 要 的 降解 酶 系 ,， 木质 纤维 素 是 地 球 
上 数量 最 为 丰富 且 可 再 生 的 自然 资源 之 一 ， 全 球 每 年 可 产生 L11X 10! 亿 吨 木质 纤维 素 (Tadesse & Luque, 
2011)， 木 质 纤 维 素 的 生物 降解 是 一 个 高 度 复杂 的 过 程 ， 它 涉及 众多 酶 系 的 参与 ， 木 质 纤 维 素 降 解 酶 可 低 消 
耗 、 低 污染 、 高 效率 地 转化 利用 自然 界 中 的 生物 质 能 源 (Macdonald et al., 2011; 杨 立 霞 等 ,2016a)， 为 了 更 
好 地 利用 木质 纤维 素 ， 因 此 ， 国 内 外 学 者 们 开始 关注 木质 纤维 素 降 解 酶 的 研究 与 应 用 

IR% CWolfiporia cocos) 是 一 种 木材 宰 腐 真菌 ， 叉 称 玉 灵 、 巩 录 、 万 灵 桂 、 茯 葛 等 ， 大 多 寄生 在 马尾 
松 (Pinus massoniana) 或 赤松 (P densiflora) 等 树种 的 根 上 ( 王 晓 霞 , 2012)。 木 质 纤维 素 酶 是 多 组 分 的 复 
合 酶 系统 ， 在 降解 木质 纤维 素 时 起 众 化 作用 ， 既 包括 与 纤维 素 和 半 纤 维 素 降解 相关 的 水 解 酶 类 ， 又 包括 与 
木质 素 降 解 相 关 的 氧化 酶 类 。 纤 维 素 酶 (cellulase, Cels) 是 一 类 能 够 水 解 纤维 素 的 5-D- 糖 苷 键 并 生成 葡萄 
糖 的 多 组 分 酶 的 总 称 ， 它 们 能 够 分 泌 一 系列 的 外 切 p- 葡 聚 糖 酶 Cexo-f-glucanase, CBH) 、 内 切 8- 葡 聚 糖 酶 
Cendo-//-glucanase, EG ) 和 pp- 和 葡萄 糖苷 酶 (p-glucosidase, BGL ) (Okal et al., 2020) 。 半 纤维 素 酶 (hemicellulase， 
Hcels) 是 一 个 复杂 的 酶 系 ， 主 要 包括 木 聚 糖 酶 (xylanase) 、 甘 露 聚 糖 酶 (mannanase) 和 wo- 葡 欧 糖苷 酶 
(a-glucosidase) 等 多 种 酶 (高 微 和 被 , 2017; Méndez-Liter et al., 2021) 。 与 木质 素 降 解 相关 的 氧化 酶 类 主要 包 
括 锰 过 氧化 物 酶 (manganese peroxidase, MnP) 、 木 素 过 氧化 物 酶 (lignin peroxidase, LiP) . i Claccase; 
Lac) 等 ( Upendraetal,2011) 。Yoon 和 Kim (2015) 研究 发 现 福 腐 菌 辣 拟 层 孔 菌 (Fomitopsis palustris) 
能 同时 产生 3 种 主要 的 纤维 素 酶 〈 内 切 p- 葡 聚 糖 酶 、 外 切 6- 葡 聚 糖 酶 和 Ap- 葡 糖苷 酶 ; ， 并 能 降解 结晶 纤维 
素 。 谢 君 等 (2007) 报道 侧耳 (Pleurotus sp.2) MEK (Trametes gallica). 在 液体 培养 基 中 能 够 产生 
很 强 的 木质 纤维 素 降解 酶 活力 且 产 酶 速度 较 快 。 安 琪 等 (2015) 研究 发 现在 不 同 碳 源 、 氮 源 条 件 下 培养 金 
ta CFlammulina velutiper) 对 其 凑 甲 基 纤 维 素 酶 、 木 聚 糖 酶 和 漆 酶 活力 均 有 显著 影响 。 篇 边 粘 裙 菌 
(Gloeophyllum saepiarium) 能 分 泌 淀 粉 酶 、 纤 维 素 酶 、 半 纤维 素 酶 、 木 质 素 酶 、 果 胶 酶 、 和 蛋白 酶 、 脂 肪 
酶 、 麦 芽 糖 酶 、 粘 胶 酶 及 尿素 酶 等 20 多 种 酶 ， 在 一 系列 复合 酶 的 参与 及 协同 作用 下 ， 将 极其 复杂 的 植物 
胞 壁 物质 分 解 为 简单 的 碳水 化 合 物 (Sista Kameshwar & Qin, 20200 。 为 了 更 好 的 开发 与 利用 茯苓 优良 菌 
系 ， 探 究 僚 苓 木质 纤维 素 复合 酶 中 的 主要 酶 系 ， 探 索 木质 纤维 素 酶 系 能 够 有 效 降解 木质 纤维 素 资 源 ， 加 速 
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人 茯 和 蕉 菌 丝 降解 速率 ， 缩 短 菌 核 形成 周期 ， 促 进 茯 稚 菌 核 增产 增收 。 本 研究 以 茯 蕉 为 研究 对 象 ， 研 究 其 木质 
纤维 素 复合 酶 中 主要 酶 系 差异 及 酶 活性 规律 ， 研 究 拟 解决 以 下 两 个 问题 : 〈1) 人 茯苓 木质 纤维 素 降 解 酶 能 
否 通过 最 佳 培 养 基 及 诱导 条 件 产生 纤 维 素 酶 、 半 纤维 素 酶 、 木 质 素 降解 酶 ， 及 各 酶 类 间 有 何 差异 ? (2) 
人 茯 和 共 木质 纤维 素 降 解 酶 能 否 通过 不 同 底 物 的 诱导 来 提高 产 酶 能 力 及 影响 产 酶 规律 ”以 便 为 今后 木质 纤维 
素 相关 酶 的 应 用 提供 理论 基础 。 

1 材料 与 方法 

1.1 菌 种 来 源 

时 生 茯 苓 菌株 (Wolfiporia cocos) 于 2020 年 2 H, 采 自 安徽 省 安庆 市 岳 西 县 中 关 镇 请 寨 村 林 区 (北纬 
30”85'， 东 经 116”35') 腐朽 的 松树 桩 下 茯苓 菌 核 ， 经 分 离 鉴 定 后 现 保存 在 安庆 师范 大 学 动 植物 检疫 实验 
*x 4 'C 冰 箱 内 , 并 进行 甘油 保藏 ,液体 茯苓 菌 丝 YX1 保藏 在 中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 , 保藏 编号 为 CCTCC 
NO: M 2021434。 

1.2 培养 基 
固体 PDA 培养 基 : 去 皮 土 豆 200 g， 葡 萄 糖 20 g， 琼 脂粉 17 g，KH2PO4 3 g，MgSO4.7H2O 1.5g, 
定 容 至 1 000 mL，121 CHEKE 30 min， 用 于 人 薛 蕉 菌 丝 的 培养 。 

刚果 红 初 得 培养 基 : 羧 甲 基 纤 维 素 钠 2g. MgSO47H20 1.88 g; KH2PO4 0.5 g, 蛋白 肛 2 g, 琼脂 粉 15 
g: 定 容 至 1000 mL, 121 CHEKA 30 min 后 备用 , FAEK PI 5 em 时 , 向 培养 基 中 加 入 1 mg: mL! 
刚果 红 溶 液 ， 染 色 1 hp， 弃 去 染 液 后 ， 加 入 1 mol:L-! NaCl 溶液 ， 洗 涤 1 后 观察 结果 ， 此 培养 基 用 于 纤维 
素 分 解 菌 的 定性 培养 和 鉴别 。 

纤维 素 酶 种 子 培养 基 : 蛋白 肛 20 g， 羧 甲 基 纤 维 素 钠 10 g，NaCl 5 g，KH2PO4 1 g， 用 于 纤维 素 酶 产 
酶 种 子 菌 摇 瓶 培养 。 

纤维 素 酶 产 酶 培养 基 : 和 蛋白 肛 10g, MRES 15 g， 羧 甲 基 纤维 素 钠 10 g，NaCl 5 g,KH2PO4 1 g, pH 
=7 和 定 容 至 1000 mL， 用 于 纤维 素 酶 产 酶 菌 摇 瓶 培养 。 

LNAS 培养 基 : 液体 培养 基 的 制备 , 根据 四 组 不 同 分 组 需求 选择 对 应 矿质 溶液 (Kirk et al., 1978; Hatakka 
&Uusi-Rauva, 1983 ) 。 分 别 为 以 下 四 种 培养 基 : 不 添加 MnSO4Ho0 的 矿物 元 素 深 液 〈 无 鳃 ，A) ; 添加 
MnSO4.H2O 的 矿物 元 素 溶 液 〈 含 鳃 ，B) ; 添加 2 g 松木 层 的 矿物 元 素 溶液 OIKA, C) ; 添加 2, 6- 二 
甲 氧 基 茶 酚 的 矿物 元 素 溶液 (加 2,6-DMP，D) ， 用 于 木质 素 降 解 酶 的 检测 。 

1.3 序列 扩 增 与 系统 发 育 分 析 

提取 茯苓 基因 组 DNA， 灭 菌 刀具 刮 取 约 20 mg 新 鲜 菌 丝 ， 采 用 细胞 破 壁 仪 充分 研磨 粉末 至 细胞 破 壁 ， 
按照 真菌 试剂 盒 CUNIQ-10 柱 式 ) 说 明 书 提取 茯苓 YX1 基因 组 DNA PCR 采用 通用 引物 对 ( 吴 悦 妮 等 , 2020), 
分 别 为 ITS1: (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3*) 和 ITS4: C5-TCCGCTTATTGATATGC-3) 、NL1: 
C5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3^) 和 NL4: (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’)、EF1-688F: 
(5’-CGGTCACTTGATCTACAAGTGC-3’) 和 EF1-1251R: (5’-CCTCGAACTCACCAGTACCG-3’) > PCR 
扩 增 体系 为 : 模板 DNA 0.50 uL, 51% 10 umol-L* 各 1.75 uL, 2xRapid Taq Master Mix 25.00 uL, ddH;O 
ÆRE 50.00 uL, 以 上 三 种 PCR 扩 增 反应 条 件 相 同 : 94 C 5 min, 94 C 30s, 52—55 CIRK 45s, 72 C 
2 min， 共 35 个 循环 ， 最 后 72 C 10 min, 终止 4 "C. PCR 产物 经 1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 并 回收 测序 ， 
将 获得 的 YX1 序列 分 别提 交 至 NCBI 的 GenBank， 进 行 BLAST 比 对 ， 运 用 分 析 软 件 MEGA6.1 中 的 NJ 
法 构建 系统 发 育 树 (Fan et al., 2015; 张 绍 刚 等 , 2021)。 

1.4 菌株 培养 

木质 纤维 素 降 解 酶 系 毕 采用 固体 PDA 培养 基 进 行 培养 ， 待 菌 丝 即将 长 满 平板 时 ， 使 用 打 孔 器 进行 打 
孔 ， 每 瓶 种 子 培 养 基 中 含 5 个 孔径 为 1 cm 菌 饼 ，28 ‘CC、150r-min-! 于 恒温 振荡 培养 箱 内 培养 ， 纤 维 素 和 
半 纤 维 素 降解 酶 系 测定 中 ， 酶 液 制备 皆 为 待 种 子 培养 基 内 菌 丝 生 长 成 熟 ， 用 移 液 枪 吸取 接种 至 纤维 素 酶 产 
酶 培养 基 ， 接 种 量 为 每 瓶 1.5 mL RRF, 2019) ， 木 质 素 降 解 酶 系 检测 使 用 分 别 添加 上 文 1.2 四 种 不 同 
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底 物 的 LNAS 培养 基 。 在 超 净 工 作 台 内 进行 提取 培养 液 即 胞 外 酶 液 ， 纤 维 素 酶 系 持续 吸取 至 12 d, KER 
Kg SES ee 
5 min， 并 进行 酶 活 测定 。 

1.5 酶 活 测定 

利用 酶 标 仪 (Multiskan GO 全 波长 酶 标 仪 ) 测定 310—540 nm 波长 范围 下 酶 活力 的 大 小 。 葡 萄 糖 标准 
曲线 的 制作 : 配制 1.0、0.75、0.5、0.25、0 mgmL- 葡萄 糖 标准 液 。D 木 糖 标准 曲线 的 制作 : 将 10 mgmL" 
D 木 糖 标准 液 使 用 蒸馏 水 稀释 至 1.0、0.8、0.6、0.4、0 mg:mL-! 即 为 标准 稀释 液 。 酶 标 仪 预 热 30 min 以 
上 ， 调 节 波 长 至 540 nm， 蒸 馏 水 调 零 。 以 标准 稀 杰 液 为 横 坐 标 GO ， 以 其 对 应 的 AA 标准 为 纵 坐 标 〈y) ， 
绘制 标准 曲线 ， 得 到 线性 回归 方程 y=kx+b， 将 AA 测定 带 入 公式 中 得 到 x OngemL 。 绘 制 葡萄 糖 标准 
曲线 ， 得 到 回归 方程 为 y= 0.841 6x - 0.023 6， 相 关系 数 R = 0.996 5， 如 图 1: A; 绘制 D 木 糖 标准 曲线 ， 
得 到 回归 方程 为 y= 0.683 2x - 0.008 4， 相 关系 数 R = 0.9967， 如 图 1: B 


0.824 


0.8 


z 一 
E os z 
Es g 07 
tp 07 y 7 0.841 6x - 0.023 6 o 
eJ 96 R? =0.996 5 qo 06 y 0.683 2x - 0.008 4 
Em— c m, 905 R? - 0.996 7 
g4 9 05 0.382 Wed 
3378 04 $* $ o4 
ES . s5 
A o > 03 
8 03 ET 
B 02 gw 
2 0.1 $0 
o 
X 0 ó 0 
0 02 04 0.6 0.8 1 12 < 0 02 0.4 0.6 0.8 1 15 
葡萄 糖 浓 度 Glucose concentration (mg-mL-!) D 木 糖 浓度 D-xylose concentration (mg-mL:!) 


图 1 人 茯苓 菌 葡萄 糖 和 D 木 糖 标准 曲线 


Fig.1 Standard curve of Glucose and D-xylose from Wolfiporia cocos 


1. 5. 1 纤维 素 酶 活力 测定 

酶 标 仪 检测 外 切 B- 葡 聚 糖 酶 (CBHJ、 内 切 B- 葡 聚 糖 酶 (ECG) 和 有 -葡萄 糖苷 酶 (BGL) 的 活性 ， 梯 度 试 验 后 最 
终 采 用 150 uL 反应 体系 。 首 先 ， 取 粗 酶 液 的 量 依次 为 25、50、50 uL; 其 次 ， 取 各 自 不 同体 积 底 物 溶液 ， 
检测 CBH 所 采用 的 底 物 溶液 为 2 % 微 晶 纤维 素 溶 液 50 uL, 检测 EG 所 采用 底 物 溶液 为 1% 着 甲 基 纤 维 素 
钠 溶液 25 uL, M BGL 所 采用 底 物 溶液 为 1 % 水 杨 昔 溶液 25 uL; 放 入 50 筷 恒 温水 浴 锅 中 水 浴 反 应 ， 
反应 时 间 各 依次 为 120、30、30 min; 再 次 ， 加 入 DNS 显 色 液 均 为 75 uL; 最 后 ， 混 匀 后 沸水 浴 时 长 均 为 
5 min, 冷却 后 测定 波长 在 540 nm 处 的 吸光 度 值 (高 微微 , 2017) 。 酶 活 单位 定义 为 每 分 钟 分 解 特定 底 物 释 
放出 1 umol 还 原 糖 所 需 的 酶 量 。 采用 无 木 届 和 填 加 松木 大 CP. massoniana) 为 对 照 处 理 , 分 别 检测 第 2、4、 
6. 8. 10. 12d 的 酶 活力 ， 各 设置 3 个 重复 。 

1. 5. 2 半 纤 维 素 酶 活力 测定 
酶 标 仪 检测 木 聚 糖 酶 、 甘 露 聚 糖 酶 、a- 葡 萄 糖苷 酶 活性 ， 梯 度 试验 最 终 采用 200 pL 反应 体系 ， 首 先 ， 
取 粗 酶 液 的 量 依 次 为 67、67、6.7 pL; 其 次 ， 各 取 自 不 同 底 物 溶液 ， 检 测 木 聚 糖 酶 所 采用 的 底 物 溶液 为 
0.8 % 的 木 聚 糖 溶液 33 uL, 检测 甘 露 聚 糖 酶 所 采用 底 物 溶液 为 0.8 % 的 甘露 聚 糖 溶液 33 uL, 检测 a- 葡 萄 糖 
苷 酶 所 采用 底 物 洲 液 为 0.4 % 的 pNPG A 60 uL; 50 CC 恒温 水 浴 锅 中 水 浴 反 应 时 间 依 次 为 30,30,60 min; 
再 次 ， 使 反应 终止 ， 木 聚 糖 酶 、 甘 露 聚 糖 酶 均 使 用 DNS 显 色 液 终止 反应 ， 加 入 DNS 试剂 100 uL, AE. 
混 匀 沸水 浴 5 min, 冷却 后 测定 波长 在 540 nm 处 的 吸光 度 值 ( 高 微微 , 2017) 。o- 葡 萄 糖苷 酶 加 入 1 mol.L- 
NazCO3 溶液 66.7 uL 终止 反应 ， 振 荡 混 匀 后 测定 波长 在 410 nm 处 的 吸光 度 值 。 酶 活 单位 定义 为 每 分 钟 分 
解 底 物 所 释放 出 1 umol 还 原 糖 所 需 的 酶 量 。 采 用 无 木 导 和 填 加 松木 忆 为 对 照 处 理 ， 分 别 检测 第 2、4、6、 
8、10、12 d 的 酶 活力 ， 各 设置 3 个 重复 。 

1. 5. 3 木质 素 降 解 酶 活力 测定 

酶 标 仪 检测 锰 过 氧化 物 酶 CMnPO . EHE (Laccase) 、 木 质 素 过 氧化 物 酶 (LiP) 活性 ， 梯 度 试验 后 
最 终 采 用 100 uL 反应 体系 。3 种 酶 分 别 采 用 2,6-DMP. 2 (VA) 、ABTS 为 底 物 ， 分 别 测定 吸 光度 在 
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470、420、310 nm 处 1—3 min 内 的 变化 值 。 酶 活 单位 (U): 上 述 条 件 下 ， 每 分 钟 催化 1 hmol 2,6-DMP， 
ABTS 或 VA 所 需 的 酶 量 ( 池 玉 杰 和 闫 洪波 , 2009) 。 计 算 中 的 s470=49 600 (mol:L-icem) -1，s420=36 000 
(mol:Liicm) -1，8g310=9 300 (mol Lem? -1。 

1. 6 数据 处 理 

采用 Microsoft Excel 软件 对 数据 进行 处 理 和 分 析 ， 利 用 SPSS 26.0 对 数据 进行 方差 分 析 并 评价 其 差异 
显著 性 ， 使 用 Origin2018 进行 图 形 绘制 。 


2 结果 与 分 析 


2. 1 茯苓 YX1 的 生物 学 特性 

茯苓 YX1 在 PDA 培养 基 上 培养 4 一 5 d， 于 光学 显微镜 观察 菌 丝 的 正 反面 ， 见 图 2: A Bras. DUET 
丝 体 呈 白色 绒毛 状 ， 苦 丝 直径 2 一 5 pm， 菌 丝光 滑 无 色 ， 多 分 支 ， 有 模 隔膜 ， 侦 见 锁 状 联合 ， 见 图 2: B 
所 示 。 菌 丝 生 命 力 旺 盛 5—7 d 可 长 满 平 刚 ， 转 移 至 光照 培养 箱 中 ， 进 行 光 暗 交 葵 培 养 ，28 d Jo LE TOR E 
褐色 ， 子 实体 呈 蜂 离 状 ， 平 铺 聚 集群 生 ， 见 图 2: CHR. WRA YX1 菌 核 〈140 一 150) mm x (170—180) 
mm， 呈 不 规则 椭 球 形 等 ， 深 褐色 、 大 小 不 均匀 、 表 面 粗糙 呈 瘤 状 皱 缩 、 有 弹性 生命 力 强 ， 菌 核 内 部 呈 白 
色 粉 质 颗粒 状 ， 质 软 ， 易 斯 开 ， 菌 核 晾 干 后 含水 率 15 一 18 %， 坚 硬 易 破裂 ， 见 图 2: D 所 示 。 

/ = FF NEEN 


A. 菌 株 YX1 WIES: BARKE: CRETE: DRFA. 
A. Colony morphology of strain YX1; B. Clamp connection; C. Fruit bodies; D. Sclerotium. 
图 2 茯苓 YX1 显 微 结构 及 生物 学 培养 特性 


Fig.2 Microstructure and biological culture characteristics of Wolfiporia cocos YX1 


2. 2 FRÆ YX1 的 3 条 序列 与 系统 发 育 分 析 
英 苓 〈( 歼 cocos) YX1 的 PCR 产物 测序 分 别 得 到 1652. 660. 545 bp 的 核 苷 酸 序列 ， 将 该 序列 提交 
到 GenBank(NCBI 登录 号 分 别 为 :ON129554、ON129553、ON155840, 鉴定 结果 表明 :茯苓 YX1(ON129554) 
的 TDNA-ITS 序列 为 1652 bp: 1—5 bp 为 188 rRNA 序列 ，6 一 1 005 bp 为 ITS1 序列 ，1 006~1 167 bp 为 
5.88 rRNA 序列 ，1 168 一 1 626 bp 为 ITS2 序列 ，347 一 508 bp 为 28S rRNA 序列 ; 人 茯苓 YX1 (ON129553 ) 
核糖 体 大 亚 基 (LSU) 序列 为 1—660 bp; #3 YX1 (ON155840) 翻译 延伸 因子 (TEF) 的 CDS 编码 序列 
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E 545 bp 分 别 为 1 一 129 bp. 179—320 bp, 380—545 bp 序列 , 根据 3 条 人 茯苓 YX1 序列 , 采用 MEGA 6.1 软 
件 构建 褐 腐 菌 系统 发 育 树 ， 运 用 NJ 聚 类 法 分 析 ， 从 图 3 中 可 知 ， 系 统 发 育 树 分 为 内 部 转录 间隔 区 〈ITS ) 、 
核糖 体 大 亚 基 〈LSU) 、 翻 译 延 伸 因 子 〈TEF ) 三 部 分 序列 ， 人 茯苓 菌 〈 丈 cocos) YX1 与 22 NIRS WERE 
较为 亲密 并 聚 类 在 一 起 ， 而 Pachyma hoelen, Wolfiporia cocos. Poria cocos 和 Macrohyporia cocos. 是 茯苓 
菌 的 同 物 异 名 菌株 。 人 茯苓 菌 种 间 的 遗传 距离 最 为 接近 ， 四 个 同 物 异 名 的 茯苓 ITS、LSU、HEF 序列 聚 类 在 一 
起 ， 另 外 3 RIRN AERE E (Piptoporus betulinus) Pt-2 、277、12 388 菌株 为 外 组 群 菌株 为 参照 ， 分 
别 与 茯苓 菌 ITS, LSU, TEF 的 区 间 序 列 既 有 同 源 又 有 所 差距 。 在 系统 发 育 树 上 区 分 了 茯苓 ITS 序列 、LSU 
序列 、TEF 序列 ,但 它们 之 间 又 有 遗传 联系 ,NCBI 中 同 源 性 达 90% 以 上 , 可 以 明确 项 西 野 生 人 茯苓 菌 ( 丈 cocos) 
YX1 就 是 茯 共 属 下 的 人 茯苓 菌株 。 


H Wolfiporia cocos Taikong ITS KX268226.1 
H W. cocos WTS-12 ITS KX421297.1 
H W. cocos luoyang-1 ITS FJ172684.1 
HH W. cocos WTS-9 ITS KX4212941 
Tk3& W. cocos YX1 ITS ON129554 
H W. cocos XJ-28 ITS KX268225.1 
TRÀ Pachyma hoelen Dong 750 ITS MW251873.1 
H P. hoelen Dong 830 ITS MW251874.1 
#4 Poria cocos SMCC133.01.11 ITS FJ501579.1 
茯 共 Wolfiporia cocos Batch3 ITS KT693239.1 
H W. cocos Batch3 ITS KT693238.1 
E A Piptoporus betulinus Pt-2 ITS EU294161.1 
QQ Wolfporiacocos R 3 LSU ONI29553 
H W. cocos 13125 LSU KC585404.1 
TkR3E W. cocos DR-2743 LSU KC585403.1 
H W. cocos 14703 LSU KC585402.1 
HH W. cocos MD-106 LSU EU402519.1 
HFS Piptoporus betulinus 277 LSU JX507734.1 
nm HHEH P betulinus ————— 123388 —  TEF JX1099131 
H% Wolfiporia cocos CBS:279.55 TEF MW250253.1 
eik3 W. cocos YX1 TEF ON155840 
TR3E Pachyma hoelen KCTC:6480 TEF MW250260.1 
HH P. hoelen Dong 829 TEF MW250259.1 
H P. hoelen Dong 830 TEF MW250258.1 
TR3& P. hoelen Dong906 TEF MW250256.1 


十 -| 一 四 
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图 3 采用 NI AKERS TS ZUR A BU 
Fig.3 Phylogenetic trees from neighbor-joining of Wolfiporia cocos YX1 


2. 3 茯苓 木质 纤维 素 酶 的 酶 活 


2.3.1 纤维 素 酶 活检 测 结果 

茯苓 菌 在 有 /无 松木 居 2 种 培养 方式 下 ,检测 YX1 纤维 素 酶 中 B- 葡 萄 糖苷 酶 (BGL) 和 内 切 B- 葡 聚 糖 酶 (EG) 
的 酶 活 相当 ， 变 化 范围 在 32 ~ 37 UmL-I 之 间 ， 而 外 切 有 -和 葡 聚 糖 酶 (CBB 匡 变化 范围 在 16 ~ 17 Uml! Z fü], 
见 图 4。 由 图 可 知 , 在 有 /无 松木 居 2 种 培养 方式 下 2 d 时 CBH 酶 活 最 大 值 分 别 为 14.48 UmL- 和 15.87 U.mL!， 
第 4d 酶 活 最 大 值 分 别 为 16.71 U.mL-! 和 16.82 U-nL'; EG 第 2 d 酶 活 最 大 值 分 别 为 32.6 UmL-1 和 29.35 
U-mL', $$ 8d 含 松木 居 酶 活 达到 最 大 值 34.71 U-mL-1， 而 不 含 松木 居 的 培养 方式 第 12 d 酶 活 达到 最 大 值 
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32.245 U-mL'; BGL 在 有 /无 松 术 届 2 种 培养 方式 下 第 2 d 时 酶 活 分 别 为 33.03 U-mL^! 和 30.46 U-mL'! , 第 8 
d 时 含 松 木 居 酶 活 达 到 最 大 值 36.81 U.mL-1， 逐 渐 降 低 ， 而 不 含 松木 导 的 培养 方式 第 10 d 酶 活 达 到 最 大 值 
36.7 U.mL-1。 从 纤维 素 酶 的 整体 酶 活 对 比 来 看 ，CBH<EG<BGL 。 


4 


45 


40 


一 | 一 
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图 4 茯苓 菌 YXI1 的 纤维 素 酶 活性 


Fig.4 Cellulase activity of Wolfiporia cocos YX1 
方差 分 析 表 明 人 茯苓 3 种 纤维 素 酶 外 切 B- 葡 聚 糖 酶 (CBH)、 内 切 B- 葡 聚 糖 酶 (ECG) 和 B- 和 葡萄 糖 背 酶 (BGIL) 活 
性 在 有 /无 木屑 培养 方式 和 培养 时 间 上 表现 为 显著 差异 〈P<0.05) ， 其 中 的 3 种 酶 之 间 存 在 极 显 著 差 异 
CP<0.001) ; 在 主体 间 效 应 的 检验 中 ， 三 种 酶 均值 分 别 为 14.51 UmL 1、30.71 U-mL7! 和 33.33 U.mL-!， 培 


养 方 式 F= 5.53 和 培养 时 间 F= 2.62， 


均 达 到 显著 差异 ， 三 种 酶 F= 127.53， 均 达到 极 显 著 差 异 ( 表 1) 。 


表 1 茯苓 菌 3 种 纤维 素 酶 活性 方差 分 析 结 果 


Tablel Analysis of variance results of three cellulase activities from Wolfiporia cocos 


菌 种 YX1 III 型 平方 和 度 偏 Eta 77 F P 
Strain IM sum of squares Degree freedom Eta squared F-test P value 
截 距 Intercept 74 033.03 1 0.99 2 523.28 0.00 
培养 方式 Culture methed 162.14 1 0.32 5.53“ 0.37 
3 种 酶 Three enzymes 7 483.63 2 0.99 127.53 * 0.00 
培养 方式 x 3 种 酶 

36.26 2 0.09 0.62 0.56 
Culture methed x Three enzymes 
培养 时 间 Culture time 38.28 5 0.70 2.62 * 0.05 
误差 Error 352.08 12 


Note:“indiactes significant differences; 


2. 3. 2 半 纤 维 素 酶 活检 测 结果 


茯苓 菌 在 有 /无 松木 届 2 种 培养 方式 下 ， 检 测 YX1 半 纤 维 素 酶 中 甘露 聚 糖 酶 (mannanase) 活性 分 泌 量 


注 :“ 表 示 显 著 差 异 ; “表示 极 显著 差异 。 下 同 。 


六 六 


indiactes extremely significant differences. The same below. 


最 高 ， 变 化 范围 在 280 ~ 342 UmL- 之 间 ， 木 聚 糖 酶 (xylanase) 变化 范围 在 28 ~ 38 U-mL- 之 间 ，o- 葡 萄 
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糖苷 酶 Ca-glucosidase) 变化 范围 在 9~ 11 UmL"! 之 间 ， 见 图 5。 由 图 可 知 ， 在 有 /无 松木 导 2 种 培养 方式 
下 第 2 d 时 木 聚 糖 酶 活 最 大 值 分 别 为 20.89 U-mLI 和 19.24 U-mL!, 2& 8 d 时 酶 活 分 别 达 到 酶 活 最 大 值 
37.31 U-mL' fll 28.79 U.mL"1， 第 10 天 酶 活 最 大 值 分 别 为 21.9 U-mL! 和 15.37 UML; 甘露 聚 糖 酶 在 有 / 
无 松木 导 2 种 培养 方式 下 第 2 天 酶 活 分 别 为 275 U.mL1 和 217.49 U.mL-1， 第 8 天 时 均 达 到 酶 活 最 大 值 ， 
分 别 为 341.28 U-mL'! 和 280.74 U-mL'!, 28 10 天 酶 活 最 大 值 分 别 为 272.04 U-mL'! 和 229.09 U:mL!; ou- 葡萄 
糖苷 酶 在 有 /无 松木 局 2 种 培养 方式 下 第 2 天 ， 酶 活 分 别 为 9.23 Um! 和 8.84 U.mL-!; 第 8 天 时 酶 活 最 大 
值 分 别 为 10.66 U-mL-! FI 9.88 U-mL-!， 第 10 天 酶 活 8.84 U-mL^! FI 8.77 U-mL-!。 实 验 表 明 各 个 酶 活力 之 
间 存 在 变化 差异 ， 从 半 纤 维 素 酶 的 整体 酶 活 对 比 来 看 ，o- 葡 萄 糖苷 酶 < 木 聚 糖 酶 < 甘露 聚 糖 酶 活性 。 
Es Xylanase (无 林 悄 No sawdust) 

H 露 肾 糖 酶 ”Mannanase (无 木屑 No sawdust) 

o- 葡 萄 糖苷 酶 a-Glucosidase (无 木屑 No sawdust) 

400 .| RR Xylanase (无 木屑 Add sawdust) 


甘露 聚 糖 酶 ”Mannanase (无 木屑 Add sawdust) 
BRI odi sj hit o-Glucosidase (JEJE Add sawdust) 
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图 5 KW YX 的 半 纤 维 素 酶 活性 
Fig $ Hemicellulase activity of Wolfiporia cocos YX1 
方差 分 析 表 明 人 茯苓 3 种 半 纤 维 素 酶 木 聚 糖 酶 、 甘 露 聚 糖 酶 和 ou- 葡萄 糖苷 酶 活性 在 有 /无 木 居 的 培养 方式 
上 表现 为 显著 差异 CP<0.05) ， 培 养 时 间 表 现 为 极 显 著 差 异 (P<0.001) ， 其 中 3 种 酶 之 间 存 在 极 显著 差异 
CP<0.001) ， 在 主体 间 效 应 的 检验 中 ， 三 种 酶 均值 分 别 为 22.94 UmL1、270.7 U-mL! 419.29 U:mL'!, 5 
养 方式 F= 5.53 和 培养 时 间 F= 2.62 均 达 到 显著 差异 ， 三 种 酶 F= 127.53 均 达 到 极 显著 差异 〈 表 2) 。 
XO 茯苓 菌 3 种 半 纤 维 素 酶 活性 方差 分 析 结 果 


Table2 Analysis of variance results of three hemicellulase activities from Wolfiporia cocos 


菌 种 YX1 M 型 平方 和 自由 度 偏 Eta 方 F P 
Strain II sum of squares Degree freedom Eta squared F-test P 
截 距 Intercept 1101 149.2 1 0.99 2 523.28 0.00 
培养 方式 Culture methed 8 831.29 1 0.51 12.576" 0.004 
3 种 酶 Three enzymes 1558 901.87 2 0.99 1 109.983** 0.00 


培养 方式 x 3 种 酶 


13 730.31 2 0.09 0.62 0.003 
Culture methed xThree enzymes 

培养 时 间 Culture time 9 037.53 5 0.45 9.65"* 0.00 
误差 Errors 8 426.63 12 


2. 3. 3 木质 素 降 解 酶 活检 测 结果 


茯苓 菌 在 4 种 不 同 底 物 的 培养 条 件 下 ， 检 测 YXI 锰 过 氧化 物 酶 (MnP) 酶 活 变化 范围 在 0~ 0.1 UmL-! 
之 间 ， 在 培养 条 件 A， 提 取 的 酶 液 检 测 到 第 15 天 的 MnP 酶 活 0.05 U-mL'; 在 培养 条 件 B， 提 取 的 酶 液 
检测 到 第 15 天 达到 MnP 最 大 分 泌 量 高 峰 0.081 U.mL-!; 在 培养 条 件 C, 提取 的 酶 液 检测 到 第 15 天 的 MnP 


活性 0.027 U.mL-!， 达 到 分 泌 高 峰 ， 在 培养 条 件 D， 提 取 的 酶 液 检 测 到 第 21 天 的 MnP 酶 活 达 到 分 泌 高 峰 ， 


Hl 


但 只 有 0.025 UmL!; 对 比 A RE MnM B E Mn”* 两 种 培养 条 件 的 结果 表明 ，MnP 受到 Mn”* 的 影响 ,但 
MnP 酶 活性 变化 不 大 ， 均 在 第 15 天 达到 分 泌 高 峰 ，Mn”* 是 茯苓 菌 产 生 MnP 的 诱导 因子 之 一 ，MnP RSS 


变化 规律 一 致 ;， 对比 C 加 木 局 和 对 照 组 A 不 含 Mn”* 相 比较 , SEC JE RE 


向 不 明显 ; 加 2,6-DMP 培养 条 件 D, 


在 21 天 内 MnP 活性 规律 不 明显 ，21 ZUG IWAN JE ERRARE C 和 加 2,6-DMP 培养 条 件 D 仍然 存在 MnP 
酶 的 活性 变化 。21 天 内 茯苓 菌 4 种 培养 条 件 产生 MnP 的 情况 ， 见 图 6。 
—m— A Xf No Mr? 
is -—-e-Béf Add Mn?* 
: —A-- C WARA Add sawdust 
—*-- D 加 2.6-DMP Add 2,6-DMP 
一 0.08 ? 
EF f 
af 
HE 7. 006 
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z = 0.04 
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& 00 
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培养 时 间 Culture time (d) 


E: A. 不 添加 MnSO«Ho0 i. B. 添加 MnSO«Ho0 溶液 ; C. 添加 2g KARM: D. 添加 2, 6- 二 甲 氧 基 茶 酚 溶 液 。 下 同 。 
A. Without MnSO4:H20 solution; B. With MnSO4'H2O solution; C. With 2 g wood sawdust solution ; D. With 2,6-DMP 


ZE 


Pe» 


Note: 


solution. The same below. 
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6 茯苓 菌 YX1 的 锰 过 氧化 物 酶 活性 
Fig.6 MnP activity of Wolfiporia cocos YX1 


茯苓 菌 在 4 种 不 同 底 物 的 培养 条 件 下 ， 检 测 YX1 漆 酶 (Laccase) 酶 活 变化 范围 在 0~ 0.04 U-mL^! Z [8] « 
在 培养 条 件 A， 提 取 的 酶 液 检测 到 第 19 天 的 Laccase 活性 0.031 UmL-; 在 培养 条 件 B， 提 取 的 酶 液 检 
测 到 第 7 天 达到 Laccase 最 大 分 泌 量 高 峰 0.033 U.mL-!; 在 培养 条 件 C， 提 取 的 酶 液 检测 到 第 9 天 的 
Laccase 活性 0.025 U.mL'; 在 培养 条 件 D， 提 取 的 酶 液 检测 到 第 9 天 的 Laccase 活性 只 有 0.029 U-mL-1; 
对 比 A 不 含 Mn” B E Mn”* 两 种 培养 条 件 的 结果 表明 ,Mn 对 产生 茯苓 菌 Laccase 酶 没有 太 大 变化 ; 对 
H 4 种 不 同 底 物 Laccases 的 酶 活性 都 比较 小 ， 并 且 Laccase 酶 活性 变化 规 得 

种 培养 条 件 产生 Laccases 的 情况 ， 见 图 T. 


不 明显 。21 d 内 茯苓 菌 在 4 


0.04 


漆 酶 活性 
Laccase activity (U:mL'!- min’) 


—Rdm— A 无 锰 No Mn? 
-—e- Bh Add Mn?" 
-- C JIRE Add sawdust 
--e-- D 加 2.6-DMP Add 2,6-DMP 


培养 时 间 Culture time (d) 
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7 茯苓 菌 YXI1 的 漆 酶 活性 


Fig.7 Laccase activity of Wolfiporia cocos YX1 


YX1 在 4 种 不 同 底 物 的 培养 条 件 下 ， 检 测 木 素 过 氧化 物 酶 (LiP) 酶 活 变化 范围 在 0 ~ 02 UmL!. EI 
养 条 件 A， 提 取 的 酶 液 检 测 到 第 21 d 的 LiP 活性 0.023 U-mL^;. 在 培养 条 件 B， 检 测 到 第 11 d 达到 LiP 最 


大 分 泌 量 高 峰 0.109 U.mL'; 在 培养 条 件 C， 检 测 到 第 7d 的 LiP 活性 0.104 U.mL-:; 在 培养 条 件 D 检测 到 


第 19d 的 LiP 活性 只 有 0.067 UmL!; 


性 都 比较 小 ， 且 LiP 酶 活性 变化 规律 不 明显 。21 d 内 茯苓 菌 


0.12 


木质 素 过 氧化 物 酶 活性 
LiP activity (U:mL''- min’) 


XE EE A DE Mn? HBE Mnz' 两 种 培养 液 的 检测 结果 表明 ， Mn 对 
产生 LiP 酶 起 到 次 要 因素 ; 虽然 Mn”* 有 影响 LiP 酶 活性 变 1 


图 8 RAR 
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， 但 比较 微弱 ， 对 比 4 种 不 同 底 物 LiP 的 酶 活 


在 4 种 培养 液 中 产生 LiP 的 情况 ， 见 图 8。 
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YX1 的 木 素 过 


氧化 物 酶 活性 


Fig.8 LiP activity of Wolfiporia cocos YX1 


3 结论 与 讨论 
3.1 野生 茯苓 鉴定 


本 研究 以 野生 茯 苍 YX1 为 研究 对 象 ， 从 团聚 的 菌 
入 菌 核 也 为 茯苓 苗 丝 团 的 一 个 休眠 体 。 


A 


新 鲜 


的 菌 


丝 培养 来 看 ， 菌 丝 有 隔膜 、 偶 见 锁 状 联合 现象 ， 伏 


核 切 开 后 茯苓 肉 为 白色 ， 也 可 做 为 母 种 或 栽培 种 的 结 苓 肉 


10 


引 。 结 合 分 子 生 物 学 的 鉴定 ， 采 用 3 对 通用 引物 ， 从 ITS 区 域 序列 、 核 糖 体 大 亚 基 (LSU) 序列 和 翻译 延 
伸 因 子 TEF 序列 进行 PCR. 产物 分 析 ， 与 桦 剥 管 菌 Pt-2. 277. 12388 菌株 同 为 褐 腐 菌 ， 在 亲缘 关系 上 既 有 
ERLARI ÆE. IRZ (Pachyma hoelen), Wolfiporia cocos. Poria cocos 和 Macrohyporia cocos 有 4 种 同 
物 异 名 ， 在 系统 发 育 中 它们 之 间 联 系 紧 密 ， 依 据 2008 年 《 菌 物 字 典 》 第 十 版 (Kirk et al., 2008) 及 参照 最 
新 编制 八 界 系统 的 菌 物 分 类 学 ， 人 茯苓 YX1 (Wolfiporia cocos) ， 隶 属于 担子 菌 门 (Basidiomycota) , S9 
亚 门 (Agaricomycotina ) E 142A (Agaricomycetes) , € 4L Ifi H (Polyporales) , 拟 层 孔 菌 科 (Fomitopsidaceae )， 
IRAJ CWolfiporia) , IRZ (W. cocos) . 
32 茯苓 产 纤维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶 

本 研究 前 期 对 茯苓 菌 产 纤维 素 酶 做 了 定性 培养 ， 存 在 明显 的 透明 圈 现 象 ， 往 选 出 的 YXl1 具有 降解 木 
质 纤 维 素 的 能 力 ， 并 做 为 定量 培养 研究 菌株 YX1 进行 木质 纤维 素 酶 活 的 测定 。 研 究 发 现 ， 纤 维 素 酶 和 半 
纤维 素 酶 在 有 /无 松木 层 为 底 物 条 件 下 ， 有 具有 趋 于 一 致 的 变化 规律 。 培 养 方式 中 无 木 导 对 照 组 与 有 木 层 为 底 
物 的 实验 组 相 比 ， 除 外 切 B- 葡 聚 糖 酶 (CBH) 以 外 ， 内 切 B- 葡 聚 糖 酶 (EG)、B- 和 葡萄 糖苷 酶 (BGL) 均 表现 为 有 木 
导 实 验 组 高 于 无 木 局 对 照 组 ， 从 纤维 素 酶 活力 之 间 对 比 来 看 ， 纤 维 素 酶 中 CBH<EG<BGL 。 半 纤维 素 酶 中 
甘露 聚 糖 酶 、 木 聚 糖 酶 、o- 葡 萄 糖苷 酶 均 表 现 为 有 木 导 实 验 组 高 于 无 木 届 对 照 组 ， 从 半 纤 维 素 酶 活力 之 间 
对 比 来 看 ， 半 纤维 素 酶 中 甘露 聚 糖 酶 < 木 聚 糖 酶 <o- 葡 萄 糖苷 酶 。 人 茯苓 菌 实验 组 的 3 种 纤维 素 酶 中 CBH 培 
养 初 期 时 酶 活 最 大 ， 这 与 前 人 研究 结果 一 致 〈 占 晓 雪 , 2015) 。 纤 维 素 酶 中 EG 和 BGL 酶 活性 均 在 第 8 d 
达到 分 刻 量 的 最 高 值 ，BGL 略 高 于 EG 的 酶 活 ， 两 种 酶 活 比 CBH 高 出 2 倍 多 。 茯 苓 菌 实验 组 的 3 种 半 纤 
伍 素 酶 中 甘露 聚 糖 酶 比 木 聚 糖 酶 活 、o- 葡 萄 糖苷 酶 高 出 9 一 32 倍 ， 与 本 研究 结果 一 致 〈 彭 木 , 2016; RE 
等 , 2016b) 。 高 微微 〈2017) 研究 3 种 褐 腐 菌 与 本 研究 茯苓 的 纤维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶 活 相 比 ， 茯 蔡 YXI1 
均 高 于 这 3 种 红 缘 拟 层 孔 菌 (Fomitopsis pinicola) KERE E (Piptoporus betulinus) 和 黄 爹 (Pholiota adiposa) 
的 产 酶 能 
3.3 茯苓 产 木 质 素 降解 酶 

人 茯苓 是 褐 腐 菌 ， 主 要 产生 纤维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶 ， 也 能 产生 微弱 的 木质 素 降 解 酶 活性 。 茯 稚 木 质 素 降 
解 酶 中 除 漆 酶 (Laccase) 之 外 ， 锰 过 氧化 物 酶 (MnP) 和 木 素 过 氧化 物 酶 (LiP) 均 表现 为 有 木 居 实 验 组 高 于 无 木 
= 名 对 照 组 ， 实 验 表明 添加 Mn* 和 木 悄 为 培养 底 物 能 够 起 到 诱导 作用 。Chi 等 (2007) BEZE E TUR TR 
- C Ceriporiopsis subvermispora ) ~ ^F i& (Pleurotus ostreatus) 和 CPhysisporinus rivulosus) 等 真菌 共 培 养 条 
y 牛 时 MnP 酶 活性 ， 在 7d 之 后 检测 到 MnP 活性 最 高 达 25—250 UmL-1， 与 前 人 研究 结果 相 比 ， 人 茯苓 产 

MnP 酶 活 比 较 微 弱 ，4 种 培养 方式 最 高 酶 活 仅 为 0.015 一 0.081 U-mL!. IRZ Laccase 培养 方式 A I B 相对 
T 比 ， 培 养 方式 B 提前 达到 分 泌 高 峰 ， 但 受到 Mn2 的 影响 不 大 ; 培养 方式 C 和 D， 同 是 第 9 d 达到 分 泌 高 
© 峰 ， 与 培养 方式 A 不 含 Mn 六 相 比较 ， 不 受 木 居所 影响 。 池 玉 杰 和 头 洪 波 〈2009) 研究 红 平 菇 4 种 培养 方 
式 Laccase 酶 活 最 高 达 36 一 205 U.L', Æ Mn 和 无 Mn2 条 件 下 的 酶 活 分 沁 情 况 ， 与 本 研究 结果 基本 一 
致 ， 说 明 Laccase 酶 活性 分 泌 规 律 不 明显 ， 整 体 呈 波 动 性 变化 ， 相 比较 茯苓 Laccase 酶 活 都 比较 微弱 ， 最 
高 酶 活性 仅 为 0.025 一 0.032 U-mL'!. LiP 培养 方式 A 和 B 相对 比 ，LiP 受到 Mn 的 影响 ， 并 且 提 前 达到 分 
WE. 培养 方式 C， 第 7 d 就 达到 分 泌 高 峰 ， 与 培养 方式 A 比较 ， 结 果 表 明 以 木 居 为 底 物 是 LiP 诱导 条 
件 之 一 ; 培养 方式 D, 第 19 d 的 LIP 活性 达到 分 泌 高 峰 。 王 成 成 《2013 ) 研究 黑 木 耳 、 灵 芝 、 灰 树 花 和 J201 
真菌 产 LiP 酶 均 在 第 9 d 达到 产 酶 最 高 值 分 别 为 121.6、143.5、111.6 和 145.2 UmL"1， 产 酶 规律 都 是 以 逐 
渐 升 高 又 逐渐 降低 ， 达 到 高 峰 后 仍 有 产 酶 能 力 ， 这 与 本 研究 产 LiP 酶 含 Mn”* 和 加 木 必 的 培养 方式 分 泌 规 律 
相似 ， 不 同 之 处 是 达到 最 大 产 酶 时 间 ， 相 比较 人 茯 受 产 LIP 酶 活 都 比较 微弱 ， 最 高 酶 活 仪 为 0.017 一 0.109 
U-mL-:。 从 人 茯苓 木质 素 降 解 酶 活力 之 间 对 比 来 看 ， 木 质 素 降 解 酶 中 LiP>MnP>Laccase。 由 于 茯苓 产生 比较 
微弱 的 木质 素 降 解 酶 ， 故 未 对 MnP、Laccase 和 LiP 3 种 酶 活 结果 做 进一步 方差 分 析 。 从 木质 纤维 素 酶 活力 
之 间 对 比 来 看 ， 木 质 素 降 解 酶 < 纤维 素 酶 < 半 纤 维 素 酶 活性 。 整 体 而 言 ， 以 上 结果 表明 磊 稚 菌 具有 分 泌 木 质 
纤维 素 酶 的 能 力 ， 作 为 褐 腐 菌 的 茯苓 仅仅 只 有 微弱 的 木质 素 酶 活性 ， 多 种 酶 之 间 均 存在 显著 性 差异 
(P<0.05) 。 
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综 上 所 述 ， 野 生 茯 苓 菌 的 形态 特征 与 分 子 生物 学 鉴定 相 结合 ， 明 确 了 人 茯苓 的 分 类 地 位 ， 揭 示 其 木质 纤 
全 素 酶 系统 的 主要 酶 系 及 与 培养 条 件 等 之 间 的 联系 ， 因 此 ， 该 菌株 可 作为 候选 菌株 进行 深入 研究 。 纤 维 素 
酶 中 CBH 在 培养 初期 时 酶 活 达 到 最 大 量 ， 半 纤维 素 酶 中 -葡萄 糖苷 酶 在 培养 初期 时 酶 活 达到 最 大 量 ， 而 
木质 素 降 解 酶 中 的 MnP 和 LiP 在 培养 后 期 达到 分 泌 最 大 量 。 人 茯苓 菌 不 断 的 分 沁 纤 维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶 较 多 ， 
分 解 前 期 过 程 中 起 到 主导 因素 ， 而 木质 素 降 解 酶 为 次 要 因素 。 吕 聪 〈2008) 研究 发 现 茯 苓 分 离 纯 化 出 2 种 
MnPI 和 MnPII 同 工 酶 ， 优 化 后 的 MnP 酶 活 高 达 1249.7 UmL"1。 因 此 ， 后 期 提高 茯苓 菌 木质 纤维 素 酶 的 
产 酶 效率 ， 仍 需 进 一 步 对 产 酶 培养 条 件 进 行 优 化 。 另 外 ， 结 果 表 明 木 质 纤 维 素 降解 酶 活力 的 大 小 差距 可 能 
与 菌 种 特性 、 培 养 方 式 及 诱导 因素 等 条 件 有 关 ， 木 质 素 降解 酶 的 整体 酶 活性 都 较 低 ， 这 可 能 因为 本 研究 采 
用 限 氮 培养 基 有 关 ， 与 酶 标 仪 检 测 的 敏感 性 有 关 ， 也 与 褐 腐 菌 茯苓 菌 本 身 的 生长 特性 、 菌 核 形 成 周期 也 有 
关 。 本 研究 结果 还 表明 ， 蕉 稚 产 木质 纤维 素 酶 中 的 酶 活 大 小 依次 为 甘 圳 聚 糖 酶 > 木 聚 糖 
酶 >BGL>EG>CBH>o- 葡 萄 糖苷 酶 >LiP>MnP>Laccase。 从 分 解 木 质 纤 维 素 组 成 结构 来 看 ， 除 木质 纤维 素 酶 
外 ， 可 能 还 包括 着 丰富 的 其 它 辅助 酶 系 ， 它 们 以 多 种 酶 相互 协同 参与 着 木质 纤维 素 的 降解 机 制 ， 催 化 着 茯 
苓 菌 丝 不 断 的 聚集 ， 吸 收 着 基 内 、 基 外 的 营养 ， 最 后 形成 团聚 的 菌 核 ， 这 些 推测 都 有 竺 进一步 研究 。 
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